
!论
!!

著!

*

种不同类型基因导入系统转染类神经元细胞的效率比较"

梁
!

兵%

!袁
!

芳%

!杨
!

宁&

!殷建瑞%

!蒲蜀湘%

!解龙昌%

!高庆春%

!高
!

聪%

#

"

%'

广州医学院第二附属医院神经科学研究所'神经内科!广州
0%)&I)

#

&'

广州医学院第五附属医院神经内科!广州
0%)H))

$

!!

摘
!

要"目的
!

应用
*
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质粒转染两类神经元细胞株!并

对细胞毒性和转染效果进行比较%方法
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在
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神经母细胞瘤细胞和
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胶质瘤细胞中的转染效果!通

过
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法检测细胞存活率!倒置显微镜荧光观察法和流式细胞仪法检测转染效果%结果
!
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检测发现!在
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胶质瘤细胞

中!
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的细胞存活率为
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!比
PQR

"

H)X

$和
+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

"

H*X
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和
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的细胞存活率比较!差异无统计学意义"
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$#在
W!:Wj0j

神经母细胞瘤细胞中的检测结果与
<I

胶质瘤细胞类似%倒置显微镜观察发现!在
<I

胶质瘤细胞中!
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的细胞荧光表达效果比
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和
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要好#而在
W!:Wj0j

神经母细胞瘤细胞中!
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的荧光表达效果比另外两种复合物的效果好!同时
PQ[:PQR('

I

的荧光表达效果比
PQR

要好%流式细胞仪检测发现在
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胶质瘤细胞中!

PQ[:PQR('I

的转染效率最好!为
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其次!为
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PQR

最差!为
%&'IX

!三者两两比较差异有统计学意义"
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神经母细胞瘤细

胞中则是
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的转染效率最好!

PQ[:PQR('I

其次!
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最差!转染效率分别为
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&
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!三者两两比

较差异有统计学意义"

!
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$%结论
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和
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都可作为目前神经系统基因转染的传输载体%
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目前应用于基因治疗研究的基因转移载体主要分为病毒

载体和非病毒载体两大类'

%

(

*常用的病毒载体#虽经遗传工程

改造#去除了病原性而保留了基因转染效能#但制备困难)目的

基因插入长度受限#还存在潜在的免疫反应和生物安全等问

题*非病毒载体大多制作简单)免疫原性低)不与宿主基因整

合)可重复应用)克隆能力不受限#而其中的脂质体和纳米载体
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凭借其诸多优势#成为新型非病毒载体中研究的热点'
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*

阳离子类脂类载体的研究起步较早#一些体系已经进入临

床试验阶段'

(

(

#这类载体的一个主要缺点是在生理环境中具有

尺寸多)分散性大#且易于聚集成大的颗粒而使细胞吸收效率

降低%随着纳米技术的发展#纳米阳离子聚合物载体的稳定性

更好#结构及性能也更容易调控#近年来成为基因传输研究中

非常热门的领域'

0

(

*

通常培养的类神经元细胞和原代的神经细胞很难转染#转

染试剂对培养基和血清的敏感性以及细胞毒性经常导致低转

染率)低细胞低存活率和神经退行性变化#进而导致实验进程

受阻'
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*本研究比较了
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PQR

#相对分子质量为
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应用过的
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('I

在神经

系统常用细胞,,,

W!:Wj0j

神经母细胞瘤细胞和
<I

胶质瘤

细胞中的转染效果#以筛选出适合神经系统常用细胞的基因治

疗载体#为基因技术在神经系统常用细胞中的应用研究提供

指导*
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材料与方法
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购自韩国湖南化工
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*胎牛血清购自
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公司%余

为国产分析纯试剂*
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!

<I

胶质瘤细胞和
W!:Wj0j

神经母
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&和
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培养基在
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&

培养箱
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中培养*
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质粒
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&的制备
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本研究应用能表达绿色荧

光蛋白的
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*质粒在大肠杆菌中扩增#然后用

R̀;[Qd

试剂盒提取纯化*得到的质粒通过紫外分光计在

&I)

和
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波长处检测其含量%在
%')X

的琼脂糖凝胶上以
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电压电泳
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#检测其完整性*检测合格的质粒保存

于
!

&)\

备用*
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进行混合在

室温下振荡
04>B

得到均匀复合物*
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管中#将
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的
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的
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的
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管中#然后把两溶液在室温下振荡
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得到均匀

复合物*
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细胞毒性检测$
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法&
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两种细胞以每孔
I)))

个细

胞接种在
JI

孔板中%

&(F

后每孔加入含有
%0)B

N-
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的聚合物"
-

Yd;

复合物的
%0)

#

+

不含血清培养液进行转

染#每个
d

"

P

浓度复制在
(

个孔中#

(,F

之后加入
&)

#
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溶液$

04

N

"

4+

&#继续培养
(F

#小心吸出孔内培养上层清液

后#加入
%))

#

+

二甲基亚砜$

Y5WZ

&#室温振荡
04>B

后#通过

化学发光酶标仪测定在
0H)B4

处的吸光值*

@'I

!

转染效果检测

@'I'@

!

转染过程
!

两种细胞以
%]%)

0 细胞每孔接种在
&(

孔

板上培养
&(F

#待细胞丰度
H)X

#在转染前
(F

移去培养基#先

用等量$

())

#

+

&

Y5Q5

$无血清&培养基清洗#再用等量

$

())

#

+

&

Y5Q5

$无血清&培养基替换*直接将
0)

#

+

复合物加

入每孔中#摇动培养板#轻轻混匀*在
*H\

)

0X <Z

&

培养箱中

培养
(

"

0F

#更换含血清和抗生素的培养基#培育
(,F

*
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倒置荧光显微镜观测
!

转染
(,F

后通过倒置荧光显

微镜观测
-

Yd;

在两种细胞中的转染效果#观察绿色荧光蛋

白信号#照片用
d>19B

荧光软件捕获*阳性细胞发出明亮的绿

色荧光#而阴性细胞则无*

@'I'B

!

流式细胞仪观测
!

转染
(,F

后弃去上层培养液#细胞

用
0))

#

+!$B1k.

平衡盐溶液悬浮#然后应用流式细胞仪
;A>:
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系统计数表达绿色荧光蛋白的细胞的百分比#每种细胞

重复
*

次取平均值*
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统计学处理
!

应用
WPWW%H')

统计软件进行统计学处

理#实验数据采用
KG>

表示#多组间两两比较采用方差分析#

以
!

$

)')0

为差异有统计学意义*

A

!

结
!!

果

A'@
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细胞毒性检测结果
!

所有的材料载体对
<I

胶质瘤细胞和

W!:Wj0j

神经母细胞瘤细胞都有一定的细胞毒性*在
<I

胶质

瘤细胞中#

PQ[:PQR('I

的细胞存活率为
,*X

#比
PQR

$

H)X

&和

+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

$

H*X

&的细胞存活率要高$

!

$

)')0

&%

+>:

-

9O"3@;5RdQ&)))

和
PQR

的细胞存活率比较差异无统计学意

义$

!

(

)')0

&*在
W!:Wj0j

神经母细胞瘤细胞中的检测结果

与
<I

胶质瘤细胞类似*见图
%

*

图
%
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细胞毒性检测结果

A'A

!

倒置荧光显微镜观测细胞转染效果
!

为了直观检测各种

载体的转染效果#载体与
-

;;2:Q[7P

复合后#在两种细胞中

进行转染#然后分别用倒置荧光显微镜观测*在
<I

胶质瘤细

胞 中#

PQ[:PQR('I

的 细 胞 荧 光 表 达 效 果 比
+>

-

9:

O"3@;5RdQ&)))

和
PQR

要好#见图
&

*而在
W!:Wj0j

神经母

细胞瘤细胞中#

+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

的荧光表达效果比另外

两种复合物的效果好#同时在这种细胞中
PQ[:PQR('I

的荧

光表达效果比
PQR

要好#见图
*

*在两种细胞中
PQR

的转染效

果最差#可能与其毒性最大有关*

图
&

!!

*

种基因导入系统在
<I

胶质瘤细胞中转染

效率观察#

]%))

%

A'B

!

流式细胞仪检测细胞转染效果
!

为进一步明确
*

种基因

导入系统在两种细胞中的转染效率#作者利用流式细胞仪检测

了两种细胞中
*

种基因导入系统的转染效率#结果发现在
<I

*JH%
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胶质瘤细胞中
PQ[:PQR('I

的转染效率最好#为
&*'&X

%

+>:

-

9O"3@;5RdQ&)))

其次#为
%I'JX

%

PQR

最差#为
%&'IX

#三者

两两比较差异有统计学意义$

!

$

)')0

&*在
W!:Wj0j

神经母

细胞瘤细胞中则是
+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

的转染效率最好#

PQ[:PQR('I

其次#

PQR

最差#效率分别为
&&'*X

)

%H'&X

)

%)'IX

#三者两两比较差异有统计学意义$

!

$

)')0

&*见图
(

*

图
*

!!

*

种基因导入系统在
W!:Wj0j

神经母细胞瘤

细胞中转染效率观察#

]%))

%

图
(

!!

流式细胞仪检测细胞转染效果

B

!

讨
!!

论

安全高效的基因传输载体是实现基因治疗的关键之一*

非病毒载体具有易于合成和改性)无免疫原性等优点使其成为

基因载体的一种重要类型%但由于其具有对细胞有正电荷相关

的毒性)转染效率较病毒载体低)缺乏传输特异性等缺点制约

了其在临床上的应用'

,:J

(

*

其中阳离子脂质体是磷脂和其他亲水亲组性物质分散于

水中#由一层或多层同心的脂质双分子膜包封而成的超微球状

载体制剂*脂质体具有的双重特性,,,亲水性和疏水性#决定

了脂质体可以较好地包裹亲水性物质和亲脂性物质#因此#脂

质体是目前运用较广泛的基因载体之一'

%)

(

*但阳离子脂质体

细胞毒性相对较高#对不同的细胞可能会干扰细胞的代谢'

(

(

*

阳离子纳米颗粒是一种直径在
%

"

%))B4

之间的超微粒

子#具有表面效应)小尺寸效应和宏观量子隧道效应等'

%%

(

*基

因转染时将基因治疗分子包裹在纳米颗粒之中或吸附在其表

面#在细胞摄粒作用下#纳米颗粒进入细胞内#释放基因治疗分

子#发挥其基因治疗效能'

%&:%*

(

*纳米颗粒基因转移载体是目

前极为有效的非病毒载体#其转染效率较传统方法高百倍'

%(

(

*

基因载体的转染效率是和纳米材料或者脂质体的细胞毒

性相关的#如果复合物的毒性比较高#则相应的转染表达水平

也要下降*

566

比色法是免疫学衡量细胞增殖的经典方法#

本研究采用了
566

实验研究了
+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

)

PQR

)

PQR:PQ[('I

这
*

种材料载体各自复合
-

Yd;

后的细胞毒性#

<I

胶质瘤细胞和
W!:Wj0j

神经母细胞瘤细胞种#

PQ[:PQR

('I

的细胞存活率为
,*X

#比
PQR

$

H)X

&和
+>

-

9O"3@;5RdQ

&)))

$

H*X

&的细胞存活率要高*说明纳米材料在改造后同样

用量的时候毒性大大降低了'

%0

(

*

为了衡量转染效果#各种材料的复合物在
<I

胶质瘤细胞

和
W!:Wj0j

神经母细胞瘤细胞中进行转染#分别更直观地在

荧光显微镜下观测以及流式细胞仪检测*在
<I

胶质瘤细胞

中#

PQ[:PQR('I

转染的绿色荧光蛋白表达水平比
+>

-

9:

O"3@;5RdQ&)))

和
PQR

都高%而在
W!:Wj0j

神经母细胞瘤

细胞中#

+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

的绿色荧光蛋白表达水平比另

外两种载体的表达水平都高*这可能是由于细胞类型表面表

达受体不同导致的'

H

(

*流式细胞仪检测结果也证实了荧光显

微镜下观测所得的结果*

由此可以得出#

+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

和
PQ[:PQR('I

都

可以作为
<I

胶质瘤细胞和
Wj0j

神经母细胞瘤细胞基因传输

的载体#但由于
+>

-

9O"3@;5RdQ&)))

商品化程度比较高#而且

表达相对稳定#虽然有部分毒性作用#但仍然可作为目前神经

系统基因转染的传输载体*而
PQ[:PQR('I

作为
PQR

的常见

的改进品#各方面的性能都优于
PQR

#具有很高的可塑性和提

升空间*
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水平与临床不同指标之间无关*对于这一结果作者认为可能

与
6d7:

$

具有促肿瘤和抗肿瘤的双重作用有关*在组织中

6d7:

$

表达以肿瘤细胞阳性为标准#自分泌
6d7:

$

主要起促

肿瘤作用#故
6d7:

$

在组织中高表达提示预后差*而血浆中

所测得的是总
6d7:

$

水平#为肿瘤细胞自分泌和血管内皮细

胞)吞噬细胞旁分泌
6d7:

$

的总和#血浆
6d7:

$

水平与临床

不同指标的关系是二者综合作用结果#因此#血浆
6d7:

$

水平

对临床判断预后的意义不大*

6d7:

$

在不同类型淋巴瘤组织

与血浆中表达无相关性#说明
6d7:

$

自分泌与旁分泌作用存

在复杂的机制#其表达水平存在明显的差异*

综上所述#

6d7:

$

在淋巴瘤组织和血浆都有不同程度表

达#提示
6d7:

$

在淋巴瘤发生)发展中起到一定作用#但是

6d7:

$

与淋巴瘤的关系比较复杂#不同的亚型可能存在不同

的机制#有必要进一步研究#探讨其详细机制*
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